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A família Phyllomedusidae se destaca entre os anfíbios por ser uma rica fonte de 
peptídeos antimicrobianos (PAMs), e esses peptídeos estão agrupadas em famílias de 
acordo com a similaridade: Dermaseptinas, Phylloseptinas, Plasticininas, 
Dermatoxinas e Phylloxinas. Além dos peptídeos antimicrobianos, existe outra classe 
de peptídeos importantes como os inibidores de proteases, que atuam ligando-se às 
proteases impedindo a sua função, e inativando-as. A secreção cutânea de Pithecopus 
(Phyllomedusa) azureus tem sido bastante investigada no que diz respeito à presença 
de compostos antimicrobianos, no entanto pouco se sabe a respeito de outras classes 
de moléculas presentes na secreção deste animal. Neste trabalho foi isolado um 
inibidor de tripsina a partir da secreção cutânea de P. azureus. Os resultados 
apresentaram um potente inibidor de tripsina (Ki=1nM), e inibição do tipo 
competitiva, que apresenta alta similaridade com PSKP-I de P. sauvagii. Esta proteína 
foi isolada e caracterizada por HPLC em duas etapas e sequenciamento de novo. A 
massa molecular do componente principal foi estabelecida por LC-MS/MS como 5898 
Da. Além disso, este inibidor se mostrou bastante estável em diversos pHs e 
temperaturas apesar de perder atividade mesmo em baixas concentrações de DTT; 
no entanto, não apresentou atividade hemaglutinante ou antitumoral nas 
concentrações testadas. Este novo inibidor isolado a partir da secreção cutânea de 
um anfíbio amplia o conhecimento a respeito desta rica fonte de compostos com 
amplo potencial biotecnológico. 
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 The Phyllomedusidae family stands out among amphibians as a rich source of antimicrobial 
peptides (AMPs), and these peptides are grouped into families according to similarity: 
Dermaseptins, Phylloseptins, Plasmininins, Dermatoxins and Phyllotoxins. In addition to 
antimicrobial peptides, there is another class of important peptides, such as protease 
inhibitors, that act by binding to proteases, preventing their function, and inactivating them. 
The cutaneous secretion of Pithecopus (Phyllomedusa) azureus has been well investigated 
with respect to the presence of antimicrobial compounds, however little is known about 
other classes of molecules present in the secretion of this animal. In this work, a trypsin 
inhibitor was isolated from cutaneous secretion of P. azureus. The results showed a potent 
inhibitor of trypsin (Ki = 1nM), and a competitive inhibition type, which shows high similarity 
with PSKP-I of P. sauvagii. This protein was isolated and characterized by two step HPLC and 
de novo sequencing. The molecular mass of the major component was established by LC-MS 
/ MS as 5898 Da. In addition, this inhibitor proved to be quite stable at various pHs and 
temperatures despite losing activity even at low concentrations of DTT; However, did not 
present hemagglutinating or antitumor activity at the tested concentrations. This new 
inhibitor isolated from the cutaneous secretion of an amphibian increases the knowledge 
about this rich source of compounds with broad biotechnological potential. 
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1.1 - Pithecopus (Phyllomedusa) azureus  
A classe Amphibia contém cerca de 7579 espécies descritas divididas entre as ordens Ápoda, 
Caudata e Anura (Frost, 2016). A espécie Pithecopus azureus pertence à família 
Phyllomedusidae, e está distribuído do leste da Bolívia, Paraguai até o norte da Argentina e 
em regiões do Pantanal e Cerrado no Brasil Central. É uma espécie de porte médio para o 
grupo e, deposita seus ovos nas margens de cursos d’água, na vegetação. O hábito de P. 
azureus é caracterizado como arborícola, e, são normalmente observados caminhando sobre 
galhos e folhas, mesmo tendo a capacidade para o salto. (Freitas, E.B. et al. 2003) 
A pele dos anfíbios é uma de suas maiores adaptações, e possui importantes funções para a 
sobrevivência da espécie, tais como: proteção contra abrasão, respiração cutânea, osmo e 
termorregulação; além da secreção de substâncias com atividade biológica que podem 
proteger contra predadores e microrganismos patógenos. A secreção cutânea dos anfíbios é 
uma rica fonte natural de peptídeos com atividades anticarcinogênica e antimicrobiana. 
(Barra & Simmaco, 1995; Nascimento et al., 2003). 
Dois tipos principais de glândulas são observados nos anfíbios: as glândulas mucosas e as 
granulosas (serosa ou venenosa), sendo estas últimas envolvidas na proteção contra 
predadores e patógenos. As glândulas mucosas também podem influenciar na proteção 
contra predadores, com a produção de compostos tóxicos ou repelentes, e são responsáveis 
pela manutenção da umidade, lubrificação da pele, auxiliar na respiração, reprodução, 
adesão ao substrato e termorregulação. Já a glândula granulosa contém um grande número 
de compostos biologicamente ativos como aminas, esteroides, alcaloides, peptídeos e 
proteínas. Estas substâncias apresentam diversas atividades biológicas como neurotóxica, 
vasoconstritora, alucinógena, anestésica, hipotensiva, antimicrobiana, cardiotóxica, 
hemotóxica, miotóxica e citotóxica. (Toledo & Jared, 1995; Nascimento et al., 2003). 
Além dos peptídeos antimicrobianos, existe outra classe de peptídeos importantes como os 
inibidores de proteases, que atuam ligando-se às proteases impedindo a sua função, e 
inativando-as. Os inibidores de proteases têm sido investigados quanto a sua atividade 
antibacteriana, antifúngica e anticancerígena, sendo moléculas de significativo interesse 
para futuras aplicações farmacêuticas (Paula et al., 2012). 
1.2 - Protease e inibidores: 
Proteases são enzimas proteolíticas que catalisam a hidrólise de ligações peptídicas, algumas 
rompem somente a ligação peptídica adjacente aos resíduos de aminoácidos específicos e 
são classificadas de acordo com seus sítios catalíticos em quatro grandes classes: as 
serinoproteases, cisteinoproteases, proteases de ácido aspártico e metaloproteases 
(Grzonka, et al. 2001). As serinoproteases constituem uma classe de enzimas proteolíticas 
caracterizadas pela presença de uma cadeia lateral de serina reativa, são endopeptidases 
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que possuem a tríade catalítica formada por Ser195, His57 e Asp102 (Lopes 2006), dentre 
elas existem três tipos principais de atividade que variam de acordo com o tipo de resíduo 
localizado na posição P1. 
Estas proteases desempenham diversas funções fisiológicas, podendo ser inespecíficas como 
na degradação de proteínas na digestão, ou mais específicas como nos casos de coagulação 
sanguínea, apoptose, reprodução e reposta imune (Hedstrom 2002). Mais recentemente 
estudos realizados in vitro, mostraram que inibidores de protease (IP’s) induzem efeitos 
citotóxicos e citostáticos em células tumorais de ovário, mama e próstata sem causar 
toxicidade em células normais (Dittmann et al., 2003, Saito et al, 2007, Clemente et al., 2009 
Joanitti et al., 2010). Apesar do mecanismo de ação desses inibidores como agentes 
antitumorais ainda não estar completamente elucidado, alguns alvos específicos já foram 
descritos, como: inibição de enzimas semelhantes à tripsina e quimiotripsina, inibição da 
atividade proteolítica do proteassomo, indução de apoptose, aumento de expressão de 
conexina 43 funcional, permeabilização da membrana de lisossomos e bloqueio do ciclo 
celular (Wan, et al., 1998; Wan et al., 1999; Chen et al., 2005; Losso, 2008; Saito et al., 2007; 
Souza, et. al, 2014; Tang et al., 2009; Joanitti et al., 2010). 
Importantes, também, no campo comercial, além do fisiológico, as proteases representam 
60 % do total de enzimas produzidas pela indústria mundial, nas áreas de alimentação e de 
detergentes (Godfrey; West, 1996). 
1.2.1 - Inibidores de proteases: 
Qualquer composto que diminua a taxa de degradação de um determinado substrato é, um 
inibidor enzimático e isso incluem mesmo proteínas que se complexam com proteases. São 
moléculas cuja massa molecular varia de 10 a 90 kDa, na maioria dos casos (Neurath, 1990).  
A melhor forma de compreender o mecanismo de ação das proteases é decifrar a 
contribuição de seus inibidores naturais e sintéticos para sua regulação. Dessa forma os 
inibidores de protease têm diferentes mecanismos de ação e são reunidos em famílias de 
acordo com cada mecanismo, bem como a origem e/ou similaridades estruturais (Perona, 
1995). Já em relação a especificidades existem três tipos de inibidores, os que reagem com 
mais de uma classe de proteases, os que têm preferência por uma classe, e aqueles que são 
altamente específicos para uma classe de proteases (Craik, 1995).  
De acordo com o modo de ação, os inibidores podem ser sítio-específicos, que modificam 
irreversivelmente um aminoácido do sitio de ação, e aqueles que ocorrem naturalmente, os 
quais podem atuar como falsos substratos. Tanto os inibidores sintéticos quanto os naturais 
podem imitar o substrato, competindo com a ligação no sítio ativo das proteases (Travis; 
Salvesen, 1983). 
Inibidores sítio-específicos, são, por exemplo, os inibidores de serino proteases, como o 
diisopropil fosfofluoridato e o fenilmetanosulfonil fluoreto, que reagem com o resíduo de 
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serina do sítio ativo, e clorometilcetona derivada de aminoácidos e peptídeos que reagem 
com a histidina da tríade catalítica. As aspártico proteases são inativadas por compostos 
diazoacetil, assim como por pepstatina. As metaloproteases são, geralmente, inibidas por 
agentes quelantes metálicos. As carboxipeptidases A e B são especificamente inibidas por 
um inibidor proteico específico isolado de batata e a termolisina é inibida por fosforamida 
(Bishop et al., 1981).  
Vários inibidores de proteases de origem natural foram isolados do pâncreas, ovos de aves e 
de certas leguminosas e têm servido como modelos para elucidar os mecanismos de inibição 
de protease (Bode; Huber, 1992). 
1.2.2 - Mecanismo de inibição: 
O mecanismo geral da interação enzima-inibidor pode ser escrito como: 
 E + I « L « C « X « L* « E + I*  
Em que: E é a enzima; I e I* são inibidores original e modificado, respectivamente; L e L* são 
perdas, complexos não covalentes (rapidamente dissociáveis) de E com I e I*; X é a fase 
intermediária de E + I* e C é o complexo estável enzima-inibidor.  
Todos os casos de inibição de proteases estudados têm mostrado que o sítio reativo do 
inibidor reage com o sítio ativo da enzima, de maneira semelhante. O contato ocorre sobre 
uma pequena porção da enzima e do inibidor, com um ajuste excelente, por meio da 
formação de numerosas interações van der Waals, de ligações de hidrogênio e ligações 
salinas, o que leva a uma pequena alteração conformacional (Laskowsky; Kato, 1980). A 
constante de equilíbrio para a associação é geralmente alta (de 107 a 1013 M-1). Inibidores 
irreversíveis (como o inibidor a1-proteinase) formam ligações covalentes com a enzima, que, 
geralmente, permanecem quando a enzima é desnaturada. Os inibidores que apresentam 
reversibilidade (aprotinina, ovomucoides, leupeptina) caracterizam-se pelo equilíbrio entre o 
complexo enzima-inibidor formado e as enzimas livres (Travis; Salvesen, 1983).  
1.3 - Tipos de inibição: 
O estudo de inibidores enzimáticos tem apresentado informações valiosas a respeito do 
mecanismo de ação de enzimas e vias metabólicas. Existem duas principais classes de 
inibidores enzimáticos: reversíveis e irreversíveis (Nelson & Cox, 2002). 
Inibidores reversíveis: Inibição reversível pode ser competitiva, acompetitiva ou mista. 
Um tipo de inibição reversível é a competitiva. Um inibidor compete com o substrato pelo 
sitio ativo da enzima. Quando o inibidor (I) ocupa o sitio ativo ele impede a ligação do 
substrato (S) com a enzima (E) como ilustrada na figura 1. Inibidores competitivos 
frequentemente são compostos que se assemelham ao substrato e combinam com a enzima 
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formando um complexo EI, que impede a catalise. Mesmo ligações rápidas deste tipo irão 
afetar negativamente a eficiência da enzima.  
 
Figura 1 - apresentação de um modelo teórico de inibição reversível competitiva. Extraído de Nelson & Cox, 
2002. 
Já que o inibidor se liga reversivelmente à enzima, a competição pode ser deslocada para 
favorecer o substrato simplesmente adicionando-se mais substrato. Quando a concentração 
de substrato [S] é muito superior à concentração de inibidor [I], a probabilidade que uma 
molécula de inibidor se ligue à enzima é minimizada, e a reação exibe uma velocidade 
máxima (Vmax) normal. Entretanto, a [S] em que V0 =  Vmax, ou Km aparente, irá aumentar 
na presença de inibidor como mostrado na figura 2. Este efeito sobre o Km aparente 
combinado com a ausência de um efeito na Vmax é indicativo de inibição competitiva e é 
facilmente revelada em um gráfico duplo recíproco. A constante de equilíbrio para a ligação 
de inibidor Ki pode ser obtido a partir do mesmo gráfico, onde: V0=  e α= (1+ ). 
 
Figura 2 - Representação duplo-reciproco de uma inibição reversível competitiva. Extraído de Nelson & Cox, 
2002. 
Os outros dois tipos de inibição reversível, acompetitiva e mista, são definidas em termos de 
um substrato por enzima, mas na pratica só são observados com enzimas que possuem dois 
ou mais substratos. Uma inibição acompetitiva se liga em um sitio distinto do substrato e, 
diferente da inibição competitiva que se liga a enzima, neste caso o inibidor se liga ao 




Figura 3 - apresentação de um modelo teórico de inibição reversível acompetitiva. Extraído de Nelson & Cox, 
2002. 
Já que o inibidor se liga ao complexo ES, o aumento da [S] não reverte a inibição, essa 
ligação apenas remove uma fração de ES diminuindo o Vmax e Km aparente, como mostrado 
na figura 4, onde: V0=  e α’= (1+ ) 
 
 
Figura 4 - Representação duplo-reciproco de uma inibição reversível acompetitiva. Extraído Nelson & Cox, 
2002. 
 
Uma inibição mista também se liga em um sitio diferente do sitio de ligação do substrato, 
pode se ligar e bloquear tanto E quanto ES, e, portanto altera tanto Vmax como Km. 




Figura 5 - apresentação de um modelo teórico de inibição reversível mista. Extraído de Nelson & Cox, 2002. 
 
Figura 6 - Representação duplo-reciproco de uma inibição reversível mista. Extraído de Nelson & Cox, 2002. 
Inibição irreversível 
Inibidores irreversíveis são aqueles que se combinam ou destroem um grupo funcional que 
seja essencial para atividade da enzima, ou ainda que forme particularmente uma associação 
não covalente estável (Nelson & Cox, 2002). 
Um exemplo clássico de inibição irreversível é o DIPF (diisopropilfosforofluoridato), que 
reage com a serina. O DIPF é inibidor irreversível da acetilcolinesterase, cuja função é 
essencial para o funcionamento normal do sistema nervoso (Sadava et al., 2009). Um 
esquema de interação do DIPF com a acetilcolinesterase é apresentado na figura 7 abaixo. 
A cinética de inibição destes inibidores é similar aos inibidores não-competitivos, pois a 
Vmax diminui e Km não se altera e o inibidor atua diminuindo a concentração efetiva de 





Figura 7 - Representação gráfica da interação da enzima acetilcolinesterase com o inibidor irreversível DIPF - 
diisopropilfosforofluoridato. Extraído de Berg et al., 2007.  
1.3 Inibidores de proteases em anfíbios: 
Alguns inibidores de proteases já foram isolados a partir da secreção cutânea ou analise de 
cDNA de algumas espécies de anfíbios, como mostrado na tabela 1 abaixo: 














Lai et al., 2002. 
 Bombina 
orientalis 
BOTI 6446.5 MKLATVILIMAIVLPCLFYKEMEANFVCPPGQSFQTCASSCPKTCETRNK Chen et al., 2003. 
 Bombina 
variegata 




BMSI I e  
BMSI II 
6365.2 e 9261 MKFTTVILIM AIALPCLFYK EMEANVVCPP GQSFQTCASS CPRPCETRKK 
GVLDKKCNR GCYCVPGTVL KSKGSSECVN PSKC 
MKFTTVILIM AIVLPCLFYK EMEANVVCPP GQSFQHCLPA CQRPCETRKK 
GVLCDKKCNR GCYCVPGTVL KSKGSSECVN PSKC 
Lu et al., 2008. 
Ranidae Rana 
areolata 
 7812 LMCRMHQTYSACKGHCPPTCQFRKGPPLCSKKCVGACICKAPYIARSKTDNRCVLPEDC Ali et al., 2002. 
 Huia 
versabilis 









lin B - 
RL1 









SALVGCWTKSYPPKPCFGR   
SALVGCGTKSYPPKPCFGR 




lin B - 
AL1 










Lai et al., 2011. 
 Odorrana 
hejiangensis 
HJTI 1804.83 GAPKGCWTKSYPPQPCS Shaw et al., 2012. 
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Hylidae Hyla simplex Hylaser








Wu et al., 2011. 







You et al., 2009. 
Phyllomedusidae Agalychnis 
callydras 
ACKTI 5893 ATKPRCQYIVLCPRILRPVCGTDGITYPNECLLCQSNRDDEKDVKIQSQGRC 
 
































Neiva et al., 2013. 
Microhylidae Dyscophus 
guineti 
 6301 SPAEVCFLPKESGLCRARALRYYYDRGDGKCEEFIYGGCGGNGNNYKSLLTCKISCE Conion et al., 2000. 
 Kaloula pulch
ra haiana 










Zhao et al., 2005. 
Zhao et al., 2005 -2. 
Hiperoliidae Kassina 
senegalensis 
KSCI 6776.8 ADVPKFDLSPDPGP Wang et al., 2012. 
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Os IP’s possuem um grande potencial biotecnológico. Alguns exemplos já bem-sucedidos de 
terapias que fazem uso destes peptídeos incluem inibidores da enzima conversora 
angiotensina (IECAS) no tratamento de hipertensão, onde a inibição desta enzima impede a 
formação de angiotensina II e III (potentes vasopressores diretos ou indiretos) e impede a 
inativação das bradicininas (potentes vasodilatadores) (Cushman, 1978), inibidores de 
protease no tratamento de HIV, prevenindo o desenvolvimento da AIDS, impedindo que a 
protease do vírus processe o precursor p55 e p160, que são responsáveis pela formação do 
capsídeo viral; além dos precursores da transcriptase reversa e proteínas de integração 
(Mcquade, 1990). Devido a estas características e a constante descoberta de novos IP’s na 
secreção de anfíbios, a busca e caracterização de novos inibidores nestes animais criam 





















2 – Objetivos: 
2.1- Objetivo geral  
O presente trabalho tem como objetivo o isolamento, identificação e caracterização química 
de inibidores de protease presentes na secreção cutânea de Pithecopus azureus. 
2.2 - Objetivos específicos 
 Fracionar a secreção cutânea do anuro brasileiro Pithecopus azureus por meio de 
cromatografia líquida de alta eficiência em sistema de fase reversa. 
 Avaliar a atividade inibitória para tripsina e quimotripsina para as frações obtidas. 
 Purificar e caracterizar quimicamente as frações com melhores resultados. 
 Avaliar a estabilidade dos inibidores em diferentes faixas de pH e temperatura e ao 
agente redutor DTT. 
 Determinar o tipo e a constante de inibição (Ki). 
 Analisar as frações ativas identificadas por espectrometria de massas do tipo MALDI-
TOF; 
 Obtenção da sequência dos peptídeos isolados da secreção de P. azureus por meio 
de sequenciamento de novo. 
 Avaliar o potencial dos peptídeos isolados contra a viabilidade de células tumorais 















3 - Materiais e métodos: 
3.1 - Coleta e extração: 
Adultos de P. azureus foram coletados por procura ativa no município de Monte Alegre (GO), 
Licença SIS/BIO: 51541-1, onde tiveram sua secreção extraída por meio de eletroestimulação 
a 50 mV por 6 segundos. A secreção presente na pele foi lavada com água, liofilizada (Speed 
Vac Thermo Savant SPD121P – Thermo Scientific) e armazenada a -20 °C até o uso. Os 
animais utilizados foram observados por 30 minutos e então devolvidos ao seu local de 
origem, a técnica empregada para extração não resultou na morte de indivíduos e não 
apresentou danos físicos ou mudanças comportamentais visíveis nos animais utilizados 
neste estudo. 
 
Figura 8 - Exemplar de Pithecopus azureus. ©2010 Pedro L. V. Peloso - Retirado de 
http://calphotos.berkeley.edu/cgi/img_query?enlarge=0000+0000+0110+3629 
3.2 - Purificação dos inibidores de tripsina por RP-HPLC: 
Alíquotas de 20mg do veneno foram filtradas em filtro de 10 kDa e diluídas em 1 ml de água 
deionizada com TFA 0,12%, homogeneizadas e aplicadas (200µl) em HPLC de fase reversa 
(Shimadzu Co. Kioto, Japan série LC 20A), em coluna analítica C18 (Grace-Vydac 5u 218TP54 
300Å, 250 x 4.6 mm). As fases móveis utilizadas foram TFA 0.12% (v/v) em água deionizada 
(solução A) e TFA 0.12% (v/v) em acetonitrila (solução B). A eluição foi feita em um gradiente 
linear de 0-60-% de B em 60 minutos e 60-100% de B em 5 minutos. A detecção foi feita a 
216 nm e as frações coletadas manualmente em tubos plásticos de 1,5ml. 
3.3 – Recromatografia: 
Alíquotas das frações pré-purificadas foram diluídas em 1ml de água deionizada com TFA 
0,12%, homogeneizadas e aplicadas (200µl) em HPLC de fase reversa (Shimadzu Co. Kioto, 
Japan série LC 20A), em coluna analítica C18 (Phenomenex Sinergy Hydro 4u 217643-13, 250 
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x 4.6 mm). As fases móveis utilizadas foram as mesmas descritas acima. A eluição foi feita a 
um gradiente linear de 0-35% de B em 5 minutos e 35-45% em 20 minutos. A detecção foi 
feita a 216nm e as frações foram coletadas manualmente em tubos plásticos de 1,5ml. 
3.4 - Ensaio de inibição sobre caseína: 
A análise de inibição de tripsina sobre caseína foi realizada segundo Kakade et al (1969) com 
modificações. O ensaio é feito utilizando tampão fosfato de sódio (0,1M; pH 7,6), caseína 
1%, solução de tripsina (0,064 mg/ml em HCl 0,001M), Quimiotripsina (0,63 mg/ml em HCl 
0,001M) e TCA 5% para interromper a reação.  
Para o controle positivo a enzima é incubada com a caseína a 37°C por 20 minutos. Após o 
período de incubação é acrescentado o TCA por 1 hora a temperatura ambiente e em 
seguida, centrifugado e o sobrenadante lido a 280nm no espectrofotômetro. Para o controle 
negativo, a enzima é incubada com o TCA antes do substrato para inativação da enzima. Os 
demais procedimentos são iguais aos descritos acima. 
Os volumes de cada reagente foram adaptados para um volume final de 1 ml no sistema de 
reação apresentado na tabela 2 abaixo. 
Tabela 2 – Sistema de avaliação da inibição enzimática sobre caseína. 
Ctrl + (com enzima) 
Enzima (ml) Caseína (ml) 37°C TCA (ml) 25°C Centrifugação Abs 
(nm) 
0,2 0,2 20 
min. 












25°C Centrifugação Abs 
(nm) 




0,6 1h 9000rpm/10 
min. 
280 
3.5 - Ensaio de inibição com substratos sintéticos: 
3.5.1 – Tripsina: 
A análise da inibição de tripsina foi realizada segundo o método de Erlanger  et. al.(1961) 
com modificações, apresentado na tabela 3, e obtida por meio de leitor de placas Multiskan 
FC (Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA) e a leitura foi feita por meio do 
software SkanIt for multiskan FC 2.5.1 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA). O 
Ctrl - (sem enzima) 




25°C Centrifugação Abs 
(nm) 
0,1 0,1 0,6 0,2 1h 9000rpm/10min 280 
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substrato utilizado foi o BAPNA - Benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida (Sigma-Aldrich) na 
concentração final de 0,43 mg/mL.  
Inicialmente o substrato é diluído em 500µl de DMSO e o volume final necessário 
completado com a adição de tampão Tris-HCl (50mM) + CaCl₂ (20mM), pH 8,2. Para os 
cálculos de concentração da enzima (Tripsina) foi utilizado um espectrofotômetro do modelo 
Shimadzu 1800 UV (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão). O preparo da enzima foi feito 
dissolvendo-se uma quantidade mínima de enzima em 1 mL de HCl 1mM, que foi diluída 
consecutivamente em tampão Tris-HCl até atingir a concentração final de 0,064 mg/ml 
medida espectrofotômetro (λ= 280 nm). 
Calculo para a concentração de enzima: A280 x 10 15,9 
Onde o coeficiente de exclusão molar é A(280, 1%)=15,9 
Tabela 3 – Sistema de a avaliação da inibição de tripsina sobre BApNA. 











40 µl - 40µl  
200µl 
 





Amostra - 40µl 40µl 
3.5.2 – Quimotripsina: 
A análise da inibição de quimiotripsina foi realizada segundo o método de Erlanger et. Al 
(1961) com modificações, apresentado na tabela 4, e obtida por meio de leitor de placas 
Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, Inc., Massachusetts, EUA) e a leitura foi feita por 
meio do software SkanIt for Multiskan FC 2.5.1 (Thermo Fisher Scientific, Inc., 
Massachusetts, EUA). O substrato GPNA - N-glutaryl-L-phenylalanine p-nitroanilide  (Sigma-
Aldrich) em uma concentração final de 0,80 mg/mL. Inicialmente o substrato é diluído em 
500µl de DMSO e o volume final necessário completado com a adição de tampão Tris-HCl 
(50mM) + CaCl₂ (20mM), pH 7,6. Para os cálculos de concentração da enzima foi utilizado um 
espectrofotômetro do modelo Shimadzu 1800 UV (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão). O 
preparo da enzima foi feito dissolvendo-se uma quantidade mínima de enzima em 1 mL de 
HCl 1mM, que foi diluída consecutivamente em tampão Tris-HCl até atingir a concentração 
final de 0,63 mg/ml medida espectrofotômetro (λ= 280 nm). Todos os ensaios foram feitos 
em placa multipoços de fundo chato e leitura a 405 nm. 
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Calculo para a concentração de enzima: A280 x 10 20,4 
Onde o coeficiente de exclusão molar é A(280, 1%)=15,9 
Tabela 4 – Sistema de a avaliação da inibição de quimotripsina sobre GApNA. 











40 µl - 40µl  
200µl 
 





Amostra - 40µl 40 µl 
 
3.6 – Atividade antimicrobiana: 
A avaliação da atividade antimicrobiana foi feita em meio líquido. Para isso os 
microorganismos testados são cultivados em meio Mueller-Hinton por 24h a 37°C. Após este 
período, os microorganismos são monitorados quanto a densidade óptica, que deve ser 1 a 
595nm.  
Ao constatarmos a fase de crescimento exponencial, os microorganismos são diluídos na 
proporção 1:50, para Gram-negativos e 1:100 para Gram-positivos. A partir desta solução de 
bactérias, coloca-se 50ul em cada um dos poços em uma placa de 96 poços. As amostras 
testadas foram incubadas com as bactérias durante 24h a 37°C em uma proporção 1:1 (v/v). 
As bactérias utilizadas Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 25922) e as Gram-positiva 
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).  Como controle de crescimento usou-se o meio 
Mueller-Hinton e como controle de inibição Ofloxacino 400mg. Todos os testes foram 
realizados em triplicata. 
3.7 - Estabilidade de pH e temperatura: 
O efeito do pH na atividade inibitória das frações da secreção de P. azurea foram avaliadas 
em uma faixa de pH que vai de 2 a 12 usando os seguintes tampões: 
Citrato de sódio 100 mM, pH 2; acetato de sódio 100 mM, pH 4; fosfato de sódio 100 mM, 
pH6; Tris-HCl pHs 7 e 8; e bicarbonato de sódio 100 mM, pH 10. As frações foram incubadas 
com o tampão por 15 min a 37°C e posteriormente incubadas por mais 15 com a tripsina em 
pH 8.2 e, em seguida, por mais 30 minutos incubada com o substrato. Os ensaios foram 
realizados em triplicata.  
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O efeito da temperatura na atividade inibitória das frações da secreção de P. azureus foi 
mensurado de 4-100°C. As frações são incubadas por 30 minutos a 10, 20, 40, 80 e 100°C. 
Após o período de incubação as amostras são colocadas a 25°C e em seguida o ensaio de 
inibição será realizado como descrito anteriormente. Todos os ensaios foram realizados em 
triplicata. 
3.8 - Estabilidade com DTT: 
O efeito da estabilidade do inibidor ao agente redutor DTT foi mensurada de acordo com o 
protocolo de Pesati et. al, 2015. Onde 50µg do inibidor são incubadas com DTT em uma 
concentração final de 1, 10 e 100uM por 15, 30, 60 e 120 minutos a 37˚C. A reação é parada 
adicionando-se o dobro de IAA em relação ao DTT. Após a parada da reação, a atividade 
antitríptica é medida como descrito no item 3.4.1 acima. 
3.9 - Determinação do tipo de inibição: 
Para determinar o tipo de inibição foi utilizado o método de Lineweaver-Burk (1934), 
estabelecendo um gráfico de duplo recíproco, onde o intercepto y é equivalente ao inverso 
de Vmax; A intersecção x do gráfico representa -1 / Km.  
Quando usado para determinar o tipo de inibição enzimática, o gráfico de Lineweaver-Burk 
pode distinguir inibidores competitivos, não competitivos e acompetitivos. Inibidores 
competitivos têm o mesmo intercepto no eixo y com a enzima não inibida (já que Vmax não 
é afetado por inibidores competitivos, o inverso de Vmax também não muda), mas há 
diferentes inclinações e interceptações entre os dois conjuntos de dados. A inibição não 
competitiva produz parcelas com a mesma intercepção de x que a enzima não inibida (Km 
não é afetada), mas diferentes inclinações e interceptações de y. A inibição não competitiva 
causa diferentes interceptações nos eixos y e x. 
 
3.10 - Determinação da constante de inibição (Ki): 
A atividade do inibidor foi acompanhada pela dosagem de atividade residual da tripsina pela 
hidrolise do BAPNA. Os ensaios são feitos em tampão Tris-HCl 50mM, pH 8,2, contendo CaCl2 
20mM; 40ul de tripsina (0,064mg/ml) foram pré-incubadas a 37°C por 15 min com 
concentrações crescentes de inibidor. Em seguida adiciona-se 200ul de BAPNA (0,43mg/ml) 
e incuba-se novamente a 37°C por 30 minutos. A reação é interrompida pela adição de 30ul 
de ácido acético 30% (v/v) e as dosagens são realizadas em placa de 96 poços a 405nm. 
Os valores de Ki serão então calculados segundo o método de Dixon (1953), Em que a 
velocidade recíproca, I / v, é traçada contra a concentração do inibidor, [I], a dois ou mais 
valores de [S] (concentração do substrato). Para cada valor de [S], os pontos ficam em uma 
linha reta, e as linhas extrapoladas em diferentes valores de [S] se cruzam em um único 
ponto, para o qual I = -K1 e 1 / v = 1 / V, onde Ki é a constante de dissociação do complexo 
El, e V é a velocidade máxima. 
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3.11 – Ensaio de viabilidade celular por MTT 
A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT estabelecido por Mosmann (1983). As 
linhagens de células de câncer MCF7 e células não cancerígenas MCF10A, mantidas no banco 
de células em nitrogênio líquido, foram descongeladas e 500µl das alíquotas foram 
lentamente adicionadas a um frasco de cultura de células com 5ml de meio de cultura 
completo: para MCF7 foi utilizado Eagle’s Minimum Essential Medium - EMEM - com 0.01 
mg/ml de insulina humana, 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico. Para MCF10A, foi 
utilizado o meio MEBM com os aditivos do kit: MEGM, 10% de soro fetal bovino e 1% de 
antibiótico.  
Os ensaios foram realizados em triplicata. Um grupo controle foi feito apenas com células e 
meio de cultura e o outro com células e hidroxildaunorrubicina; a viabilidade celular será foi 
determinada pela média da triplicata de cada fração testada. 
3.12 – Avaliação da atividade hemaglutinante: 
Foram coletados assepticamente e 1ml de sangue murino, homogeneizado com NaCl 0,15M 
bem como centrifugado por 10 min, a 2.500 rpm. Após descarte do sobrenadante, o pellet 
foi ressuspendido em salina seguida de nova centrifugação nas mesmas condições (2.500 
rpm/10 min), em temperatura ambiente. O procedimento foi realizado 4 vezes, até a 
completa lavagem dos eritrócitos. Em placas de microtitulação de fundo em U (Sigma) foram 
adicionados 50 l de tampão em cada poço. Posteriormente, foram acrescidos 50 l das 
amostras proteicas, nos primeiros poços da coluna e diluídas serialmente de 2 g/ l 
(concentração inicial) até 0,001 g/ l (concentração final). Após isso, adicionou-se em todos 
os poços 50 l de suspensão de eritrócitos a 3 % (v/v) e a placa mantida em repouso por 60 
minutos. A última coluna representou o controle, sem material proteico. O mesmo 
procedimento foi realizado, em triplicata, com as Lectina (1.9mg/ml). Os ensaios foram 
realizados com eritrócitos intactos.  
3.13 -  Espectrometria de massa: 
As frações cromatográficas que apresentaram atividade inibitória para tripsina foram 
analisadas em espectrômetro de massas do tipo MALDI-TOF/TOF modelo AB SCIEX 
TOF/TOF™ 5800 (AB Sciex, Framingham, MA, EUA). As frações foram ressuspendidas em 
acetonitrila 50% contendo TFA 0,1% e 0,5 μL de cada fração cromatográfica aplicada em 
placa de aço inoxidável juntamente com matriz ácido sinapínico (SA 20 µg/µL) ressuspendida 
em acetonitrila 50% contendo 0,1% de TFA (v/v). O procedimento foi realizado no modo 
refletido positivo, sendo a faixa m/z analisada a partir de 4000 Da.  
 
3.13.1 - Sequenciamento de novo: 
3.13.1.1 - Digestão de proteínas: 
Para a digestão com tripsina: 
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Uma alíquota de cem microgramas de proteína foi digerida segundo o método de Haider 
et.al., (2012). À solução de proteína foi adicionado 15ul de bicarbonato de amônio 
(NH4HCO3) 50 mM e 1,5ul de 1, 4-Dithio- DL-threitol (DTT) 100mM e incubado a 90°C 
durante 7 minutos. Após arrefecimento até à temperatura ambiente, adicionou-se 3 μL de 
iodoacetamida (IAA) 100 mM a esta solução e incubou-se durante 25 min no escuro. Após 
esse período acrescentou-se 1 μL de 0,1 μg / μL de tripsina modificada para espectrometria 
de massas e incubou-se a 37 ° C durante 4 h. Finalmente, adicionou-se mais 1 μL de tripsina 
e incubou-se durante a noite a 30 ° C. No dia seguinte a solução foi dessalinizada usando 
micro colunas de C18 com água/TFA 0,12% e eluídas com Acetonitrila/TFA 0,12%. 
Para a digestão com Quimotripsina e Glu-C: 
Uma alíquota de cem microgramas de proteína foi incubada em uma solução de ureia 8M, 
tioureia 2M em um tampão de TRIS-HCl 50mM pH 7,6. Após dissolver bem a proteína, 
adicionou-se DTT em uma concentração final de 10mM e incubou-se por uma hora a 30°C. 
Após este passo, a amostra foi alquilada com Iodoacetamida em uma concentração final de 
40mM e incuba-se a amostra no escuro por uma hora. Em seguida dilui-se a amostra 10 
vezes com tampão TRIS-HCl 50mM e acrescenta-se 50µl de Glu-C a 0,2µg/µl ou 100 µl de 
Quimotripsina a 0,2µg/µl e deixa reagindo overnight. No dia seguinte a solução foi 
dessalinizada usando micro colunas de C18 com água/TFA 0,12% e eluídas com 
Acetonitrila/TFA 0,12%. 
3.13.1.2 - LC-MS / MS aquisição de dados 
As amostras de peptídeos foram ressuspensas em ácido fórmico a 0,5% (FA) e fracionadas 
utilizando um sistema nano HPLC Easy-nLC II (Proxeon) numa embalagem interna 2 cm × 150 
μm; Pré-coluna (Reprosil-Pur C18-AQ, 5 μm, 120 Å, Dr. Maisch) e 20 cm × 75 μm i.d. 
(Reprosil-Pur C18-AQ, 3 μm, 120 Å, Dr. Maisch) acoplado a um espectrômetro de massa LTQ 
Velos Orbitrap (Thermo Scientific). A cromatografia foi realizada a 300 nL / min com 95% de 
água, 5% de ACN e 0,1% de FA como fase móvel A e 95%, 5% de água e 0,1% de FA como 
fase B.  
O espectrômetro de massa Orbitrap foi controlado pelo software Tune 2.6.0 e Xcalibur 2.1 e 
foi configurado para operar no modo de aquisição dependente de dados (DDA) para alternar 
automaticamente entre MS completo e aquisição de MS / MS. Os 10 íons mais intensos 
foram selecionados para fragmentação por CID-MS / MS. 
3.13.1.3 - Análise de dados: 
Os espectros filtrados presentes em cada amostra foram carregados no software De 
novoGUI para realizar o sequenciamento de novo. Os seguintes parâmetros foram aplicados: 
carboxamidometilação de cisteínas como modificação fixa, amidação c-terminal como 
modificação variável e digestão com tripsina ou sem digestão (para as amostras digestras 
com Glu-C e Quimotripsina). Usamos então PepExplorer para processar todos os peptídeos 
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(Picos ALC pontuação superior a 75 e sequências com 6 ou mais resíduos de aminoácidos) e 
realizar uma busca de similaridade de sequência contra uma base de dados do Uniprot 
entradas da família Hylidae. Finalmente, o PepExplorer agrupou as identificações de acordo 
com a abordagem de parcimônia máxima. Apenas os peptídeos possuindo alinhamentos 
com pelo menos 75% de identidade de sequência contra uma sequência da base de dados 
foram aceites e as proteínas foram filtradas a 1% de FDR. 
3.13.1.3.1 - Análise pelo software Peaks: 
Para a análise dos dados, os arquivos com a extensão “.raw” gerados pelo espectrômetro, 
foram importados pelo software PEAKS 8.0 para a realização de sequenciamento de 
novo dos peptídeos a partir dos espectrogramas e buscas em bancos de dados. Neste, alguns 
parâmetros de busca foram ajustados, incluindo carbamidometilação da cisteína como 
modificação fixa e amidação c-terminal como modificação variável, tolerância de erro de 
massa dos íons precursores e dos íons fragmentos em 10 ppm e 0,5 Da, respectivamente. 
Score de sequenciamento local acima de 60% foi utilizado para considerar as identificações 
como positivas. Um banco de dados contendo sequências peptídicas correspondentes à 
família Hylidae (5574 sequencias, UniProt, acesso em Outubro de 2016) foi gerado no 


















4.1 - Purificação das frações de interesse: 
Alíquotas de 10 mg/ml da secreção bruta de P. azureus foram fracionadas em coluna C18 
(Grace Vydac 5u 218TP54 300Å, 250 x 4.6mm) por RP-HPLC a um fluxo de 1ml/minuto, e 
obteve-se um perfil cromatográfico como apresentado na figura 9 abaixo. Cada corrida 
resultou, em média, em 40 frações cromatográficas coletadas manualmente.  
Para todas as frações eluídas a partir do primeiro passo cromatográfico foi feito um ensaio 
exploratório a procura de inibidores de tripsina e quimotripsina. Resultando assim em pelo 
menos 6 frações principais com atividade inibitória, como destacado na figura 1. 
 
Figura 9 - A: Perfil cromatográfico em RP-HPLC da secreção bruta de Pithecopus azureus em coluna C18 (Grace 
Vydac 5u 218TP54 300Å, 250 x 4.6mm) para um fluxo de 1,0ml/min. O monitoramento foi realizado a 
216nm e todas as frações coletadas manualmente. As frações que apresentaram atividade inibitória contra 
tripsina estão enumeradas de 1 a 6. B: Inserto ampliado das frações de  interesse.  
 
4.2 - Ensaio inibidor utilizando caseína como substrato:  
A atividade inibitória sobre caseína foi primariamente avaliada com a secreção bruta de P. 
azureus a uma concentração de 1mg/ml bem como com as frações 1 a 6. Para tripsina a 
maior atividade se deu por volta de 90% (fração 2) e as frações 5 e 6 não apresentaram 




Figura 10 - Atividade inibitória de tripsina (0,064mg/ml) sobre caseína 1% em tampão fosfato de sódio 0,1M, 
pH 7,6 a 37˚C. O controle positivo contém Tripsina, caseína 1%, e TCA5%. A leitura foi realizada a 405nm. 
Já a atividade inibitória sobre quimotripsina, quando avaliada nas mesmas condições que 
para tripsina, não apresentou praticamente nenhuma atividade das frações e cerca de 10% 
para a secreção bruta. Os resultados estão apresentados na figura 11 abaixo. 
 
Figura 11 – Atividade inibitória de quimotripsina (0,63mg/ml) sobre caseína 1%. O tampão de ensaio usado foi 
fosfato de sódio 0,1M pH 7,6 a 37˚C. O controle positivo contém Quimotripsina, caseína 1%, e TCA5%. A leitura 
foi realizada a 405nm. 
4.3 - Ensaio de inibição usando substrato sintético:  
A atividade inibitória sobre tripsina e quimotripsina foi primariamente avaliada com a 







































a 6. Para tripsina a maior atividade se deu entre 96 e 100% para todas as frações testadas 
como ilustrado na figura 12 abaixo. O substrato utilizado foi BApNA. 
 
Figura 12 - Atividade inibitória de tripsina sobre BApNA. O tampão de ensaio usado foi Tris-HCl, pH 8,2 a 25˚C 
por 30 minutos. O controle positivo contém enzima e substrato, e o controle negativo contém somente 
substrato. A leitura foi realizada a 405nm. 
Para quimotripsina a secreção bruta não apresentou atividade inibitória significativa, 
somente 10% de inibição; para as frações, a maior atividade apresentou 32% de inibição 
para a fração 2 como ilustrado na figura 13 abaixo. 
 
Figura 13 - Atividade inibitória de quimotripsina sobre GApNA. O tampão de ensaio usado foi Tris-HCl, pH 7,6 a 
37˚C por 30 minutos. O controle positivo contém enzima e substrato, e o controle negativo contém somente 
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4.4 - Atividade antimicrobiana: 
A atividade antimicrobiana das frações obtidas no primeiro passo cromatográfico foi 
mensurada tanto para microrganismo gram-positivo, como para gram-negativo. É possível 
notar que, nas concentrações testadas, a atividade inibitória de crescimento não foi 
expressiva, como mostrado nas figuras 14 e 15 abaixo: 
 
Figura 14: Avaliação do crescimento de S. aureus após o tratamento com as frações do primeiro passo 
cromatográfico da secreção cutânea de P. azureus. Como controle de inibição foi usado Ofloxacino 40mg/ml. 
 
Figura 15: Avaliação do crescimento de E. coli após o tratamento com as frações do primeiro passo 
cromatográfico da secreção cutânea de P. azureus. Como controle de inibição foi usado Ofloxacino 40mg/ml.  
4.5 – Recromatografia: 
O perfil do segundo passo cromatográfico da fração 1 está apresentado na figura 10 abaixo. 
Cada corrida desta fração resultou, em média, em 3 frações cromatográficas coletadas 















































Figura 16 - Perfil do segundo passso cromatográfico em RP-HPLC da fração 1 em coluna Phenomenex Synergi 
fusion RP 80 A 4u - 150 x 4,6mm, a um fluxo de 0,6ml/min.  
Para cada uma das frações eluídas do segundo passo cromatográfico, também foram 
avaliadas quanto à inibição contra tripsina (figura 17). Além disso, para a subfração 1.1, 
também foi avaliada a atividade antitríptica em diferentes concentrações (0-80ug), 
entretanto não se observou um efeito significativamente diferenciado em diferentes doses, 
como apresentado na figura 18 abaixo. 
 
Figura 17 – Avaliação da atividade inibitória de tripsina a partir das frações do segundo passo cromatográfico 























Figura 18 - Avaliação da atividade inibitória de tripsina pela subfração 1.1 em diferentes concentrações. O 
tampão de ensaio utilizado foi Tris-HCl pH 8.2 a 37˚C. Observa-se maior atividade inibitória em 80 µg. 
4.6 - Estabilidade em pH: 
A avaliação dos efeitos da variação de pH (2-10) revelou uma boa estabilidade do inibidor 
contra tripsina durante 45 min como mostrado na figura 19 abaixo, onde o controle é 100% 
da atividade de tripsina e a coluna nomeada como ‘inibidor’ é a subfração INPA 1.1 sem 
nenhum tratamento. Todas as amostras estão em uma concentração de 0,2µM. 
 
Figura 19: Efeito do tratamento em diferentes pHs na atividade inibitória contra tripsina. O controle é 100% de 
hidrolise do substrato e o inibidor é a subfração 1.1 em tampão Tris-HCl pH 8.2. Todos os tratamentos contem 
a subfração 1.1 0,2µM. p≤0,05. 
4.7 - Estabilidade térmica: 
A avaliação do efeito da variação da temperatura sobre a atividade inibitória (10-96°C) se 
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atividade inibitória a 25°C como descrito no protocolo padrão. Em seguida avaliou-se a 
atividade a 37°C - temperatura onde a tripsina apresenta pico de atividade. Para a realização 
do ensaio, após cada tratamento, a amostra foi arrefecida até a temperatura ambiente e 
depois testada como descrito anteriormente. 
 
Figura 20 - Efeito do tratamento em diferentes temperaturas na atividade inibitória de tripsina pela subfração 
1.1 (0,2µM) sobre o substrato sintético BApNa em tampão Tris-HCl pH 8.2contra tripsina por 45 minutos. Foi 
observada diferença estatística somente quando submetido a 96° para p≤0,05. 
4.8 - Estabilidade com DTT: 
O DTT nas concentrações de 10 e 100 µM afetou a atividade inibitória em os intervalos de 
tempo, de modo que a atividade de tripsina se aproximou de 100%. No entanto, na 
concentração de 1µM a atividade de tripsina diminuiu ao longo do tempo, mas manteve-se 
acima de 70%. 
Esse resultado deixa claro que o inibidor tem baixa estabilidade ao agente redutor e tem a 




















Figura 21 - Estabilidade subfração 1.1 sob efeito do DTT. O inibidor na concentração de 0,2µM, foi tratado com 
diferentes concentrações finais (1-100 µM) de DTT durante 15-120 min, a 37 ° C. Interrompeu-se a reação com 
iodoacetamida (concentração de duas vezes em relação ao DTT), e mediu-se a atividade inibidora residual da 
tripsina. O tampão de ensaio usado foi Tris-HCl pH 8.2. 
4.9 - Determinação do tipo de inibição:  
A atividade inibitória de tripsina na presença da subfração 1.1 foi medida em diferentes 
concentrações de substrato. Os dados cinéticos são mostrados na figura 22 abaixo.  
 
Figura 22 - Representação duplo-recíproco de Lineweaver-Burk da inibição de tripsina pela subfração 1.1. A 
inibição da atividade da tripsina pela subfração foi feita incubando 40 μl de tripsina e solução de BApNA (0,0 a 
2,0 mM) com sistema reacional contendo de 10 a 50 μg de inibidor.  
Inibidores não competitivos têm o mesmo intercepto no eixo x (já que Vmax é afetado por 
inibidores não competitivos), mas há diferentes inclinações e interceptações entre os dois 
conjuntos de dados. A inibição não competitiva produz uma mudança de inclinação e Km 
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4.10 - Constante de inibição (Ki):  
A constante de inibidor, Ki, é uma indicação do quão potente é um inibidor; é a 
concentração necessária para produzir metade da inibição máxima. 
A constante de inibição para tripsina foi definida segundo o método de Dixon (1953), onde 
traçando o inverso da velocidade contra a concentração de inibidor a cada concentração de 
substrato, obtém-se uma família de linhas de intersecção. Para um inibidor competitivo, as 
linhas convergem acima do eixo x, e o valor de [I] onde elas se cruzam é –Ki. 
O resultado representado na figura 23 abaixo sugere que o inibidor isolado seja do tipo não 




Figura 23 – Determinação da constante de inibição (Ki). O valor de Ki foi obtido pelo duplo-recíproco da 
velocidade de reação vs a concentração do inibidor sob três diferentes concentrações de BAPNA (1, 2 e 3mM). 
Este traçado indica que a subfração 1.1 é um inibidor competitivo. 
4.11 - Cinética de inibição: 
A curva de cinética está apresentada na figura 24 abaixo e apresenta uma curva sem a 
presença de inibidores e uma curva com 0.42 nM da subfração INPA 1.1, em diferentes 
concentrações de substrato. 
Pode-se observar que em concentrações mais baixa de substrato a inibição é perceptível. No 
entanto em concentrações maiores (3mM) nota-se a perda do potencial inibitório, sugerindo 





















Figura 24: Representação de Michaelis Menten da atividade inibitória contra tripsina da 
subfração INPA 1.1.     Representa a curva sem inibição e  a curva com inibidor. Todos os 
pontos são experimentais. 
 
4.12 - Espectrometria de massas:  
A estrutura primária da fração INPA 1.1 foi determinada por sequenciamento de novo após a 
fragmentação em equipamento LC-MS Orbitrap Elite por infusão direta e analisadas pelo 
software Peaks Studio 8.0. 
Como a massa calculada difere da massa experimental, sugere-se que haja alguma 
discrepância no sequenciamento e também se sugere que a sequência deste inibidor seja 
mais semelhante a encontrada por Barbosa (2014), como ilustrado abaixo: 
Abaixo os espectros deconvoluídos da fração INPA 1.1 no modo top down. 
 
Figura 25 –Espectro deconvoluídos da fração 1.1 em Orbitrap Elite analise top down. A – Detalhe da massa 





Figura 26 – A) cálculo da massa teórica da subfração 1.1 diferente em aproximadamente 57 m/z da massa 
monoisotópica obtida experimentalmente. C) comparação ente a sequência encontrada neste estudo e a 
sequência ‘inibidor enzimático 12’ Barbosa (2014). 
4.13 - Sequenciamento de novo: 
Com o objetivo de obter a sequência primaria do inibidor, três conjuntos de peptídeos foram 
produzidos pela digestão do inibidor carboximetilado com Tripsina, Glu-C e Quimotripsina.  
O conjunto resultante de peptídeos foi analisado por LTQ Velos Orbitrap. 
Os dados MS / MS foram processados automaticamente e o sequenciamento de novo foi 
executado usando o software Novor (Ma, 2015).  
Usando o software Peaks, para as sequencias obtidas pela digestão com Glu-C, identificou-se 
uma sequência com 67% de cobertura como mostrado na figura 27 abaixo. As proteínas 
encontradas no sequenciamento apresentam o peptídeo sinal parcialmente sequenciado 
(estima-se que sejam os dezenove primeiros resíduos da esquerda para a direita), no 
entanto, vale ressaltar que para todos os ensaios realizados neste estudo utilizou-se o 
peptídeo maduro. 
 
Figura 27 – Sequenciamento de novo pelo software Peaks 8.0. Os peptídeos em cinza possuem alta confiança e 









Além disso, esta sequência apresenta alta similaridade com PSKP-I de P. sauvagii por Clustal 
Omega. 
 
Figura 28 – Alinhamento por Clustal Omega do peptídeo maduro na subfração 1.1 (INPA) com o peptídeo 
maduro de PSPK-I de P. nordestina e PSKP-1 de P. sauvagii.  
A partir da estrutura primária sugere-se que a subfração 1.1 seja um inibidor tipo kazal, e é 
possível observar pela predição da estrutura terciária que existem indícios que o inibidor 
caracterizado neste trabalho seja tipo kazal como, por exemplo, uma α-hélice central e três 
folhas β-antiparalelas), cada possuindo entre 50-60 aminoácidos com seis cisteínas 




29 - Predição da estrutura terciária da subfração 1.1 pelo software online SWISS-MODEL. A) vista frontal e B) 






Ainda observando os inibidores tipo kazal já identificados em anfíbios, ao compará-los em 
uma árvore filogenética, observa-se que o inibidor isolado neste trabalho se assemelha mais 
aos inibidores de P. sauvagii, pertencentes à família Phyllomedusidae, quando comparado 
com A. callidryas, pertencente à família Hylidae, como mostrado na figura 30 abaixo. 
 
Figura 30 – Arvore filogenética de inibidores do tipo kazal encontrados em anfíbios. BOTI (Bombina orientalis 
trypsin inhibitor), F7CCB5 (inibidor kazal-like de Xenopus tropicalis), L7N3B5 (inibidor kazal-like de X. tropicalis), 
P31515 (inibidor kazal-like de X. leavis), I7J523 (Agalychnis callidryas trypsin inhibitor), PSKP-1 (inibidor de 
protease de Phyllomedusa sauvagei 1), PSKP-2 ((inibidor de protease de Phyllomedusa sauvagii 2) e INPA 1.1 
(inibidor de tripsina de Phytecopus azureus). 
4.14 – Ensaio de viabilidade celular por MTT 
Após a avaliação da viabilidade celular pelo método do MTT, verificou-se que ambas 
linhagens se mostraram pouco sensíveis à incubação com a subfração nas concentrações 
testadas. 
 
Figura 31 - Efeito da subfração 1.1 na viabilidade das células MCF7. Células de duas linhagens foram incubadas 
com diferentes concentrações da fração por 24 horas. A viabilidade celular foi determinada por MTT. Os dados 
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Figura 32 - Efeito da subfração 1.1 na viabilidade de células MCF10A. Células foram incubadas com diferentes 
concentrações da fração por 24 horas. A viabilidade celular foi determinada por MTT. Os dados estão expressos 
em porcentagem e representados como média ± erro padrão. 
4.15 - Atividade hemaglutinante 
A confirmação da atividade hemaglutinante foi feita por visualização da formação, posterior 
a uma hora de incubação, de uma malha ou rede de hemácias que cobre o fundo dos poços. 
Por outro lado, foram considerados negativas as amostras onde se formou um botão 
compacto de células no fundo do poço, conforme a figura 30. 
 
Figura 33 – Avaliação da atividade hemaglutinante da subfração 1.1 de Pithecopus azureus. o controle positivo 
contem lectina 1.9mg/ml e o controle positivo somente eritrócitos com salina sem qualquer conteúdo proteico. 
Da esquerda para a direita, estão os poços representando a subfração 1.1 nas concentrações 2-0.002 µg/µl 
respectivamente.  
Assim sendo, pode-se sugerir que a subfração 1.1 não provoca a aglutinação de eritrócitos 
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5 – Discussão: 
A família Phyllomedusidae se destaca entre os anfíbios por ser uma rica fonte de peptídeos 
antimicrobianos (PAMs), e esses peptídeos estão agrupadas em famílias de acordo com a 
similaridade: Dermaseptinas, Phylloseptinas, Plasticininas, Dermatoxinas, e Phylloxinas 
(Amiche et al 2008). 
Além dos peptídeos antimicrobianos, existe outra classe de peptídeos importantes como os 
inibidores de proteases, que atuam ligando-se às proteases impedindo a sua função, e 
inativando-as. (Paula et al., 2012). 
Os IP’s possuem um grande potencial biotecnológico. Alguns exemplos bem-sucedidos de 
terapias que fazem uso destes peptídeos incluem inibidores da enzima conversora 
angiotensina (IECAS) no tratamento de hipertensão, onde a inibição desta enzima impede a 
formação de angiotensina II e III (potentes vasopressores diretos ou indiretos) e impede a 
inativação das bradicininas (potentes vasodilatadores) (Cushman et al., 1978). 
A utilização de inibidores de protease do HIV na prevenção do desenvolvimento da AIDS, 
onde tais inibidores atuam impedindo que a protease do HIV-1 processe o precursor p55 e 
p160, que são responsáveis pela formação do capsídeo viral, dos precursores da 
transcriptase reversa e da proteína de integração (Mcquadeet al., 1990). Ainda sobre a 
aplicação de inibidores de protease do HIV-1, seu uso em estudos para o desenvolvimento 
de tratamentos de mieloma múltiplo (MM), tem demonstrado que os inibidores de protease 
do HIV-1 induzem as células de MM a ficarem aprisionadas na fase G2 do ciclo celular 
juntamente com a diminuição na expressão da proteína Mcl-1, uma das responsáveis pela 
resistência a apoptose nestas células (Ikezoe et al., 2004; Scott & Taggart, 2010). Um outro 
estudo realizado com inibidores de protease da família Bowman-Birk em células de 
fibroblasto embrionário da linhagem C3H/10T½ transformadas com radiação e em 
camundongos com predisposição a desenvolver tumores de cólon e intestino, demonstrou 
uma diminuição na carcinogênese tanto para os experimentos in vitro quanto in vivo 
(Yavelow et al., 1985; Kennedy et al., 1996). 
Estudos realizados com Alzheimer demonstraram a presença de um inibidor de protease 
denominado α1-antiquimiotripsina, e que estaria associado com um precursor de proteína 
amiloide (APP), proteína esta que apresenta um grande acúmulo nas placas senis em casos 
de Alzheimer. Uma das hipóteses levantadas seria que tais inibidores auxiliariam no 
aumento da quantidade de proteínas β-amiloide, protegendo tais proteínas de serem 
degradadas por serinoproteases ou pela geração de APP’s diferentes após o metabolismo do 
precursor APP-IP (Abraham et al., 1988; Tanzi et al., 1988). A compreensão dos mecanismos 
e função te tal inibidor podem representar um avanço no tratamento desta doença.  
A maior parte dos trabalhos que se propõem a isolar inibidores de protease de anfíbios 
utiliza uma pré-separação em colunas de filtração em gel. O presente trabalho utilizou como  
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primeiro passo de purificação uma coluna analítica apresentando uma boa resolução e sem 
perda de atividade.  
O inibidor isolado neste trabalho (INPA 1.1) apresenta atividade inibitória apenas para 
tripsina e baixa atividade para quimotripsina. A diferença de resultados observada para 
diferentes substratos pode se dar, pois, geralmente os substratos sintéticos produzem 
atividades inibidoras mais altas que as proteínas naturais. Fritz et al.(1968) explicam esse 
fenômeno sugerindo que os substratos naturais maiores são mais difíceis de deslocar do 
sítio ativo para formar o complexo enzima-inibidor. Se correto, isso sugere que, embora o 
uso de substratos sintéticos seja um meio mais preciso de determinar o teor de inibidores de 
materiais, o uso de substratos naturais produzirá um valor que tem maior relevância 
fisiológica. 
Atualmente, o papel biológico dos peptídeos inibidores de protease em peles de anfíbios é 
explicado principalmente por duas hipóteses. Uma é que várias enzimas estão envolvidas no 
processamento de precursores peptídicos ou na degradação de peptídeos na pele e os 
inibidores de proteinase modulam negativamente a atividade destas proteases para evitar a 
degradação ou libertação prematura de peptídeos de pele. A outra hipótese é que os 
peptídeos são agentes anti-infecciosos de superfície semelhantes aos PAMs pois inibem 
proteases extracelulares produzidas por bactérias invasoras. (Mignogna et al. 1996). 
A subfração INPA 1.1 não apresentou atividade inibitória de crescimento para S. aureus e E. 
coli nas concentrações utilizadas, resultado que suporta os dados presentes na literatura, 
demostrando que os antimicrobianos são mais hidrofóbicos e eluem por último na 
cromatografia (Brand et al., 2013; Conceição et al., 2006; Batista et al., 1999). O inibidor 
KPHTI também não possui atividade antimicrobiana, o que sugere que estes inibidores 
tenham função de proteger os peptídeos bioativos de serem degradados (Shaw & Chen, 
2003). 
Foi investigada a estabilidade da atividade inibitória de tripsina da subfração INPA 1.1 em 
diferentes pHs e temperaturas. O inibidor manteve sua atividade em todas as temperaturas 
e pHs testados por 45 minutos. Diferentemente do inibidor KPHTI de Kaloula pulchra haiana 
que reteve mais de 80% da sua atividade até 50 C durante 20 min, mas houve uma perda de 
atividade de 50% e 80% a 70˚C e 90˚C, respectivamente. O inibidor KPHTI pré-incubado em 
pH de 2,0-8,0 durante 20 min não afetou a inibição da tripsina. Mas no intervalo de 8,0-10,0, 
a atividade inibitória da tripsina do KPHTI diminuiu substancialmente.  
Apesar da estabilidade em diferentes pHs e temperaturas, a atividade inibitória da subfração 
1.1 foi afetada pela incubação com o agente redutor DTT (1, 10 e 100 mM). Resultado muito 
semelhante como observado para KPHTI. Os resultados sugerem que as pontes dissulfeto 
intramoleculares podem ser responsáveis pela estabilidade funcional do inibidor na 
presença de vários desnaturantes físicos, tais como temperatura e pH, mas não tão estáveis 
a agentes desnaturantes químicos como o DTT. 
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O mecanismo mais estudado dos inibidores de serino proteases é o mecanismo padrão (ou 
mecanismo canônico). Estes inibidores incluem a família Kazal, Kunitz e Bowman-Birk de 
inibidores e liga-se de modo de chave-fechadura. Inibidores de mecanismo padrão inserem 
um loop reativo no sítio ativo da protease, de um modo semelhante a um substrato. 
A grande maioria dos inibidores de protease são inibidores competitivos. Apesar de alvos 
divergentes e diferentes mecanismos de inibição, a maioria dos inibidores de protease se 
ligam a uma porção crítica do inibidor no sítio ativo de um modo semelhante a um 
substrato. Este é um paradigma eficaz para uma inibição potente, isso porque proteases 
relacionadas apresentam frequentemente um alto grau de homologia no sítio ativo, e um 
inibidor com a ligação semelhante a um substrato frequentemente, podem potentemente 
inibir mais de uma protease (Rawlings et al., 2010). 
O INPA 1.1 apresentou efeito sobre a velocidade dependente da concentração bem como 
uma representação duplo-recíproca típica de um inibidor do tipo não competitivo. Inibidores 
não competitivos podem apresentar uma inibição do tio mista. Uma inibição mista também 
se liga em um sitio diferente do sitio de ligação do substrato, pode se ligar e bloquear tanto 
E quanto ES, e, portanto, altera tanto Vmax como Km.  
Além disso a subfração INPA 1.1 apresentou um Ki de 1 nM, considerado muito mais ativo 
quando comparado com outros anfíbios como de A. callydrias (1,9nM), B. bombina (0,1-
1uM), B microdeladigitora (0,2 uM), Bufo andrewsi (14nM), e H. versabilis (19nM), por 
exemplo. Sendo assim possui uma afinidade maior e mais estável com a tripsina e muito 
mais ativo do que os inibidores isolados de outras famílias de anfíbios. 
A maior parte dos inibidores isolados de anfíbios tem uma faixa entre 1000 e 11000 Da com 
algumas poucas exceções de inibidores em maiores faixas de massa. No presente trabalho o 
inibidor caracterizado apresenta massa de 5889 m/z... Seguindo o padrão de inibidores 
descritos na literatura, o inibidor isolado da secreção de P. azureus obtido pelo 
sequenciamento de novo apresenta três pontes no peptídeo maduro. Observando a 
similaridade de massa entre o inibidor isolado neste trabalho e o inibidor ACKTI de A. 
callydrias sugere-se que haja similaridade estrutural entre inibidores de espécimes da 
mesma família, além da proximidade evolutiva entre estas moléculas, assim como foi 
observado pela árvore filogenética apresentando maior proximidade com outros 
Phyllomedusidae em relação aos Hylidae. 
Um domínio Kazal típico ou canónico é composto por 40-60 resíduos de aminoácidos 
incluindo alguns aminoácidos de espaçamento. Geralmente, os domínios Kazal dos 
vertebrados são ligeiramente maiores do que os invertebrados, mas sua arquitetura é 
bastante semelhante. O motivo Kazal tem uma sequência de aminoácidos geral de C-Xa-C-
Xb-PVCG-Xc-Y-Xd-C-Xe-C-Xf-C onde os subscritos a, b, c, d, e f são números inteiros de 
resíduos de aminoácidos. Dentro do domínio de Kazal existem seis resíduos de cisteína bem 
conservados capazes de formar três ligações dissulfeto entre as cisteínas 1-5, 2-4, 3-6  
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resultando numa estrutura tridimensional característica. Há uma α-hélice rodeada por uma 
folha beta adjacente tripla e laços de segmentos peptídicos. O anel do sítio ativo convexo é 
prolongado para fora proporcionando acesso fácil para o sítio ativo da protease se encaixar 
e, em seguida, ficar preso (Rimphanitchayakit & Tassanakajon, 2010). A partir da sequência 
primaria encontrada, obtivemos uma predição em silico da estrutura secundária desta 
proteína, sugerindo que a subfração 1.1 de P. azureus seja um inibidor de serino protease 
pertencente à família Kazal. 
Ainda quando comparada a estrutura primaria das proteínas maduras da subfração 1.1 com 
PSKP-1 de P. sauvagii, é possível observar a alta similaridade entre elas reforçando a 
sugestão de que pertençam à mesma família de inibidores.  
A PSKP-1 exibe atividade bactericida e induz a aglutinação de eritrócitos e bactérias, 
diferentemente dos resultados encontrados para P. azureus não possui atividade aglutinante 
para eritrócitos e nenhuma atividade antibacteriana. Além disso, a subfração isolada 
apresentou baixa inibição de crescimento para células MCF7 e MCF10A, o que suporta a 
ideia que estes inibidores tenham função na regulação da atividade proteasica. Apesar da 
subfração 1.1 não ter apresentado resultado positivo para as atividades biológicas testadas é 
possível explorar outras possibilidades como atividade antifúngica, antiviral ou mesmo 
ensaios de sinergismos com os peptídeos antimicrobianos de P. azureus. 
Além da subfração 1.1, neste estudo também foi purificada e parcialmente caracterizada a 
subfração 3.1 que apresenta alta atividade inibitória de tripsina e massa de 
aproximadamente 4700 m/z. Apesar de não ter sua sequência elucidada, acredita-se que os 
inibidores de tripsina presentes na secreção de P. azureus tenham alta similaridade 
estrutural e que a diferença de massas seja dada pela troca de resíduos de aminoácidos, 
sendo necessários maiores estudos para confirmar esta hipótese. 
Ao longo dos anos os inibidores de protease têm se mostrado uma classe de moléculas com 
amplo potencial no combate a doenças infecciosas, em especial as de origem viral e mesmo 
o câncer. Isso porque os inibidores de proteases começaram a receber especial destaque 
como quimioterápicos, a partir do emprego de bloqueadores de aspartilproteases no 
tratamento de indivíduos HIV positivos. Atualmente, vários inibidores têm sido 
desenvolvidos e avaliados quanto a possível utilização no tratamento de patologias como 
hipertensão, diabetes, trombose, osteoporose, câncer e doenças infecciosas (Zucca et al., 
2011).   
Por serem moléculas direcionadas contra as enzimas responsáveis pela virulência de vários 
agentes patogênicos, os inibidores têm sido vistos como uma das estratégias mais 
promissoras no desenvolvimento de novos agentes terapêuticos em muitas infecções 
parasitárias, cujo maior benefício é eliminar o microorganismo patogênico sem causar 
efeitos colaterais no hospedeiro (Mckerrow et al., 1999; Rosenthal et al., 1993; Engel et al., 
1998; Doyle et al., 2007).  
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Sendo assim, os IP’s possuem um grande potencial farmacológico e biotecnológico, com 
possíveis aplicações na regulação de processos fisiológicos, no combate a micro-organismos 
e na inibição de atividade viral e no tratamento de diversas patologias. Devido a estas 
características e a constante descoberta de novos IP’s na secreção de anfíbios, a busca e 
caracterização de novos inibidores de origem natural nestes animais criam possibilidades 
























Pelos resultados obtidos neste projeto é possível concluir que: 
1. Existem pelo menos seis inibidores de serino proteases na secreção cutânea de 
Pithecopus azureus. 
2. Um destes inibidores foi purificado, nomeado como INPA 1.1 e apresenta atividade 
inibitória para tripsina e baixa atividade inibitória de quimotripsina, além de uma 
massa monoisotópica de 5898 m/z. 
3. Além disso, este inibidor apresentou alta estabilidade em diferentes faixas de pH e 
temperatura, no entanto, baixa estabilidade ao agente redutor DTT. 
4. Este inibidor apresenta inibição do tipo não competitiva e Ki de 1 nM. 
5. O inibidor de protease isolado neste trabalho não apresentou atividade 
antimicrobiana e não apresentou atividade antiproliiferativa para MCF7 e MCF10A. 
6. O inibidor de protease isolado neste trabalho não apresentou atividade 
hemaglutinante entre 2-0.ug/µl. 
7. O sequenciamento de novo elucidou 53 resíduos de aminoácidos, incluindo o 
peptídeo sinal, o que representa 67% de cobertura proteica. 
8. A partir da estrutura primaria e predição da estrutura terciária é possível inferir que o 


















1- Avaliar o potencial inibitório para proteases não serínicas. 
2- Avaliar o potencial sinérgico dos inibidores com os peptídeos antimicrobianos de P. 
azureus. 
3- Avaliar a interação inibidor-tripsina por meio da ressonância plasmônica de 
superfície. 
4- Avaliar o potencial antifúngico dos inibidores presentes na secreção cutânea de P. 
azureus. 
5- Realizar o dicroísmo circular para total elucidação da estrutura secundaria. 
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